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Análise citogenética e FISH no monitoramento da LMC em tratamento com
inibidores da tirosino quinase
Cytogenetics and FISH monitoring CML during tyrosine kinase inhibitors treatment
Maria de Lourdes L. F. Chauffaille O monitoramento de tratamento com inibidor da tirosinoquinase (TK) tem sido feito
com os objetivos de avaliar o sucesso da terapia e de definircondutas específicas nos
casos nos quais não se obtem a remissão da LMC; naqueles em que ocorre a perda da
remissão previamente alcançada, na eventualidade ou não de suspensão da medica-
ção; quando há a evolução clonal a despeito da terapia ou o aparecimento de altera-
ções clonais nas células Philadelphia (Ph)-negativas. Recomenda-se a avaliação
citogenética aos três ou seis meses de instituição da terapêutica e, a partir daí, a cada
seis meses até a remissão citogenética completa. Uma vez alcançada a remissão
citogenética, o monitoramento passa a ser porPCR quantitativo em tempo real (PCR
em tempo real, porém o cariótipo deve ser realizado a cada ano para a detecção de
perda de resposta, alterações clonais em células Ph-negativas ou evolução clonal.
Com efeito, só o cariótipo pode monitorar a aquisição de alteração clonal associada à
progressão da doença. No presente manuscrito são também discutidos: Ph-variantes,
deleção no derivado 9q e aparecimento de alterações clonais nas células Ph-negativas,
situações menos freqüentes, mas que merecem monitoração mais amiúde. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2008; 30(Supl.1):13-19.
Palavras-chave: Leucemia mielóide crônica; cariótipo; cromossomo Philadelphia;
monitoramento citogenético; remissão citogenética completa; del der(9q).
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Introdução
O fato da Leucemia Mielóide Crônica (LMC) apresen-
tar, em mais de 90% dos casos, uma alteração citogenética
específica, o cromossomo Philadelphia (Ph), ou translocação
t(9;22)(q34;q11), propiciou a pesquisa e o desenvolvimento
de novos agentes terapêuticos, como as drogas inibidoras
da tirosinoquinase (TK). Com o advento dessa modalidade
de medicamento que proporciona a remissão hematológica,
citogenética e molecular, tornou-se necessário e importante
o monitoramento dos pacientes com vistas à demonstração
da eficácia do tratamento, ao controle da resistência/recaída
ou à introdução de medidas alternativas no caso de falha
terapêutica.
Como há variação na resposta ao inibidor de TK entre
os indivíduos tanto no tempo para alcançar a remissão como
no grau de diminuição da quantidade de transcritos, seja
devido à heterogeneidade intrínseca da leucemia ou às dife-
renças inerentes a cada pessoa na metabolização das dro-
gas, torna-se, por conseguinte, lógico avaliar o nível de res-
posta em diferentes momentos.1
Ainda nesse contexto, o grau de redução da massa
tumoral existente correlaciona-se inversamente com a proba-
bilidade de progressão subseqüente para fases avançadas
da doença.1
O monitoramento citogenético cuidadoso está justifi-
cado pela ocorrência de importantes fenômenos, tais como:
a inexistência ou a demora em alcançar a remissão, sendo
necessário, em determinados casos, o ajuste de dose dos
fármacos empregados; a perda da remissão previamente
alcançada na eventualidade ou não de suspensão da medi-
cação; a evolução clonal a despeito da terapia e, por fim,
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mas não menos relevante, o aparecimento de alterações
clonais nas células Ph-negativas.2-5
A resposta ao tratamento segue habitualmente de ma-
neira ordenada, ou seja, primeiramente o baço volta ao tama-
nho normal, depois a contagem sangüínea se normaliza, de-
saparece o cromossomo Ph no exame citogenético da medula
óssea e, por último, diminuem os transcritos BCR/ABL. Por-
tanto, esses critérios podem ser usados seqüencialmente para
monitorar a resposta.
O presente capítulo se limitará a discutir o papel da
citogenética clássica e da citogenética molecular, por meio
de hibridação in situ por fluorescência (FISH), no monito-
ramento dos pacientes com LMC tratados com medicação
inibidora da TK.
A maioria dos pacientes com LMC em fase crônica apre-
senta o cromossomo Ph clássico e responde ao inibidor da
TK, em média, seis meses após o início do uso, na dose
habitual.
A não aquisição de resposta citogenética após três
meses de uso de mesilato de imatinibe é fator independente
de prognóstico desfavorável para sobrevida,6 fato que jus-
tificaria a análise do cariótipo da medula óssea nesse mo-
mento.
Uma vez alcançada a resposta citogenética completa
(Tabela 1), que se constitui no desaparecimento do cro-
mossomo Ph, geralmente aos três ou aos seis meses de trata-
mento, o paciente deve ser acompanhado com a monitoração
do número de transcritos BCR/ABL por PCR quantitativo
(habitualmente com o emprego da metodologia de PCR em
tempo real), passando, a partir daí, a análise citogenética a
ser feita anualmente no sentido de se avaliarem possíveis
fenômenos novos, tais como: perda de resposta, alterações
clonais em células Ph-negativas ou evolução clonal. Com
efeito, só o cariótipo pode monitorar a aquisição de alteração
clonal, muitas vezes associada à progressão da doença, e
essa característica faz com que seu emprego seja visto como
método complementar de elevada relevância independente-
mente dos achados moleculares concernentes à expressão
do transcrito BCR/ABL.
Situações menos freqüentes que não se encaixam nes-
sa acima descrita podem merecer orientação diferenciada e
são abaixo listadas.
Alterações presentes ao diagnóstico
Como o cariótipo é o único exame que avalia todos os
cromossomos, segue como padrão ouro, particularmente ao
diagnóstico.
Para que o monitoramento adequado seja possível é
necessário que se conheça o padrão inicial do cariótipo,
ao diagnóstico, pois existem várias  possibilidades, tais
como: apenas o cromossomo Ph clássico, cromossomo Ph
variante simples, cromossomo Ph variante complexo,
cromossomo Ph clássico com alterações adicionais, evo-
lução clonal, ausência do cromossomo Ph (com ou sem
cromossomo Ph mascarado) ou outras anomalias na au-
sência do cromossomo Ph.
O cromossomo Ph clássico constitui-se na translocação
entre os cromossomos 9 e 22 [t(9;22) (q34.1; q11.2)] e ocorre
em cerca de 90% dos casos de LMC típica e foi acima descri-
to. O cromossomo Ph variante ocorre entre 5% e 10% dos
casos e pode ser simples ou complexo. Simples é aquele no
qual está envolvido outro cromossomo além dos 9 e 22, por
exemplo, t(9;22;6)7 e o complexo  conta com a participação de
pelo menos dois outros cromossomos, ex.  t (1; 9; 22;11).8 O
cromossomo Ph variante tanto pode implicar doença de com-
portamento semelhante àquela com cromossomo Ph clássico
ou apresentar-se de forma mais agressiva, devido ao envol-
vimento de outros genes ou a fenômenos de instabilidade
genômica.8,9,10 De fato, o cromossomo Ph variante pode ter
sido formado concomitantemente ao evento biológico que
originou a t(9;22), na forma de um rearranjo simples com que-
bra simultânea de vários cromossomos seguida por fusão
cruzada9 ou pode ser fruto de dois eventos sucessivos, o
primeiro, no qual se deu a  t(9;22), e um subseqüente, que
envolveu outros dois cromossomos e originou a forma com-
plexa, portanto, duas translocações em série.9,10 Essa última
eventualidade pode ser considerada como evolução clonal
com conseqüente menor sobrevida.
Além disso, cerca de 50% dos pacientes com cromos-
somos Ph variantes podem apresentar deleção adicional de
regiões nos cromossomos 9 ou 22, a montante do ponto de
quebra habitual, e detectada por meio de FISH, a qual é dis-
cutida adiante nessa revisão.11,12 A deleção do derivado 9q
tem, de acordo com alguns autores, implicação prognóstica,
pois os portadores dessa deleção têm sobrevida mais curta
que os demais, como demonstrado em estudos realizados
antes da era dos inibidores da TK. Mesmo em relação à res-
posta ao transplante de medula óssea há relatos de pior
sobrevida dos pacientes portadores de del(9q).11,13,14
A importância do conhecimento dessa situação varian-
te se justifica no fato de que os poucos trabalhos na literatu-
ra que incluem esses casos usaram doses mais elevadas que
o habitual de mesilato de imatinibe, ou seja, 600 ou 800 mg
diários.12 Assim, não é possível concluir-se, no momento, se
com doses habituais esses pacientes teriam comportamento
e resposta igual ou pior que os demais.14  Há, por conseguin-
te, o consenso de considerar as situações variantes como
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fase acelerada e tem sido recomendada a
dose de 600 a 800 mg diários de mesilato de
imatinibe para tais casos.
A presença do cromossomo Ph clássi-
co com alterações adicionais representa <5%
dos casos e, a depender da alteração, tanto
pode significar evolução clonal, discutida a
seguir, como alteração constitucional.
A detecção de evolução clonal apre-
senta correspondência clínica com progres-
são da doença para fase acelerada ou crise
blástica, e se caracteriza pelo aparecimento
de alterações cromossômicas adicionais ao
cromossomo Ph, mais freqüentemente repre-
sentadas por: trissomia 8, aquisição de um
segundo cromossomo Ph (duplo Ph) e
isocromossomo do braço longo do 17, entre
outras.15 A evolução clonal pode estar pre-
sente em 7% dos casos de LMC ao diagnós-
tico, embora o mais freqüente seja a ocor-
rência em fase mais tardia, no decorrer da
progressão da doença, e detectável pelo
cariótipo meses antes de outras manifesta-
ções clínicas ou hematológicas. A evolução
clonal pode ser observada em 42% dos ca-
sos em fase acelerada e em 80% dos pacien-
tes em crise blástica.5,16
A presença de alterações cromossômicas indicativas
de evolução clonal no cariótipo de pacientes em uso de me-
dicação inibidora de TK não tem impacto na aquisição da
resposta citogenética maior ou completa, mas é fator inde-
pendente de prognóstico desfavorável para sobrevida tanto
nas fases crônica como acelerada da LMC.6
Diante da detecção de evolução clonal, a dose da medi-
cação inibidora de TK deverá ser ajustada e o monitoramento
adaptado ou, ainda, outras medidas terapêuticas devem ser
consideradas
A ausência do cromossomo Ph em caso clinicamente
compatível com LMC suscita a investigação da presença
do rearranjo BCR/ABL por métodos moleculares, tais como,
FISH ou PCR, já que o mesmo pode estar presente na au-
sência de alteração cromossômica. Em especial, esse fe-
nômeno pode ser observado quando essas células não en-
tram em divisão e, por conseguinte, o clone não pode ser
detectado pelo método citogenético. Tal situação ocorre em
<5% dos casos e é denominada "cromossomo Ph mascara-
do". O comportamento evolutivo desses pacientes é igual
àqueles Ph-positivos.
Na presença de outras anomalias cromossômicas dife-
rentes do Ph, também há que se conferir a presença do
rearranjo BCR/ABL por outros métodos. Caso o rearranjo
esteja de fato ausente, a alteração cromossômica é indicativa
de doença clonal e, nesses casos, considera-se a doença
como LMC atípica.17
Legenda: LMC= leucemia mielóide crônica; Ph = cromossomo Philadelphia; [20]= 20 metáfases
analisadas; FISH-DF= hibridação in situ por fluorescência com sonda de dupla fusão; del der(9q)=
presença de deleção no derivado 9q;  RT-PCR = reação em cadeia da polimerase com transcritpase
reversa; DMPcr= doença mieloproliferativa crônica
Figura 1. Algoritmo diagnóstico da LMC em relação ao cariótipo com: cromossomo Ph
clássico. cromossomo Ph variante simples ou complexo, anormal sem cromossomo Ph
ou normal.
Figura 2. Monitoramento de tratamento com anti-TK
A figura 1 apresenta um algoritmo que pode auxiliar na
orientação investigativa dessas situações, ao diagnóstico.18
A figura 2 apresenta um algoritmo com sugestão de moni-
toramento após o diagnóstico.
Tipo de resposta citogenética
A resposta citogenética é graduada conforme a por-
centagem de células Ph-positivas residuais na medula óssea,
16
a saber: resposta mínima, quando houver de 66% a 95% de
células Ph-positivas; resposta menor, com 36%-65%; resposta
parcial com 1% a 35%, e resposta completa, ausência do
cromossomo Ph  (Tabela 1). A resposta completa e a parcial
também são interpretadas como resposta maior. Cerca de 40%
dos pacientes apresentarão resposta citogenética maior em
seis meses e 65% alcançarão remissão citogenética completa
em um ano de tratamento com inibidor da TK.19
Estabeleceu-se como vinte o número mínimo de metá-
fases para a análise do cariótipo, pois se trata de amostragem
suficiente para afastar mosaicismo maior que 14%, com inter-
valo de confiança de 95%, ou para detectar a presença de
subclones.18,20
Alterações cromossômicas clonais em células
Ph-negativas durante uso de inibidor da TK
Há vários trabalhos publicados demonstrando altera-
ções cromossômicas clonais nas células Ph-negativas de
pacientes que responderam à medicação inibidora da TK.
3,4,5,14 As anormalidades descritas incluem: +8, -7q- e -Y. Em
alguns casos, as anormalidades observadas são transitórias,
enquanto em outros persistem ou aumentam de proporção
com o tempo. Aparentemente, tais alterações não predispõem
à transformação para síndrome mielodisplásica ou leucemia
aguda e tampouco são conseqüências do tratamento direto
com mesilato de imatinibe. Essas alterações podem, entre-
tanto, refletir instabilidade genômica em uma população de
células que precedeu a aquisição do cromossomo Ph e, com
a supressão do clone Ph, essa população torna-se evidente,
adicionalmente podem corresponder a uma resposta anormal
ao estresse conseqüente da restauração da hematopoese Ph-
negativa e, presumivelmente, normal. A primeira hipótese tor-
na-se mais convincente à luz da noção de que a neoplasia é
um evento de múltiplos passos e o cromossomo Ph seria o
fenômeno tardio que determinaria o estabelecimento clínico
da LMC e o controle da evolução da doença. Nesse contex-
to, a redução ou eliminação do clone Ph permitiria que célula
progenitora se expandisse adquirindo nova anomalia cro-
mossômica com potencial de escape ao controle da droga.
Há estudos que demonstram que o percentual de células Ph-
negativas é inversamente proporcional ao clone Ph-positi-
vo, sugerindo a coexistência de duas populações celulares.3,21
Crise blástica súbita em paciente com resposta
citogenética durante o uso de inibidor da TK
A instalação de crise blástica em pacientes em remis-
são completa citogenética em uso de inibidor de TK é evento
raro, descrito numa freqüência de 4% dos casos.16 Aparente-
mente, a medicação inibidora de TK permite que subclones
mais agressivos surjam no âmbito da população restaurada
de células normais.16
Resistência ou ausência de remissão citogenética
O paciente que não alcança resposta citogenética deve
ser interrogado acerca do uso correto da medicação, na dose
preconizada inicialmente de 400 mg/dia. O próximo passo
corresponde ao aumento da dose para 600 mg ou 800 mg/dia,
que pode induzir a resposta citogenética, ainda que não du-
radoura.22,23 A partir daí, o paciente que não atinge resposta
citogenética durante o uso de dose mais elevada deve ser
dirigido para inibidor de TK de segunda geração.  Nesse
contexto, pode-se suspeitar da emergência de mutações que
confiram resistência a determinados inibidores de TK, como
o mesilato de imatinibe, justificando a escolha de droga de
segunda geração.21 A documentação laboratorial da resis-
tência a um ou mais inibidores de TK pode auxiliar no algoritmo
de decisão terapêutica.
Perda de remissão molecular
Toda vez que o paciente apresentar perda de resposta
molecular deve ser submetido ao exame de cariótipo da me-
dula óssea, já que só ele permite a demonstração da aquisi-
ção de alterações clonais que são mais freqüentes nessas
condições.
Citogenética molecular: hibridação in situ
 por fluorescência (FISH)
A hibridação in situ por fluorescência é método que
utiliza sonda (seqüência de DNA) complementar ao alvo
que se pretende analisar. Essa técnica pode ser usada para
detectar o rearranjo BCR/ABL, ao diagnóstico, e tem sido
preconizada para as situações em que não se tem metá-
fases para análise ou de Ph-mascarado no cariótipo.24,25
Pela rapidez do teste, pode também ser usada em situa-
ções específicas.
A primeira geração de sondas (fusão simples) permitia
a visualização de um sinal correspondente ao ABL (verme-
lho) e outro ao BCR (verde). O rearranjo BCR/ABL era de-
tectado quando houvesse a união de dois sinais, um verde
e um vermelho, conferindo uma cor amarelada, além da pre-
sença de mais um sinal verde e um vermelho isolados, cor-
respondentes aos cromossomos homólogos, 9 e 22, nor-
mais (Figura 3-a). Entretanto, como podia haver justaposi-
ção geográfica de sinais, sugerindo falsa fusão, o valor de
normalidade variava conforme a qualidade técnica e destre-
za instaladas em cada laboratório.26  A segunda geração de
sondas foi confeccionada para contornar esse problema e
exibia um sinal vermelho extra no braço longo do cro-
mossomo 9 envolvido na translocação. Nesse modelo, a
célula com rearranjo apresentava, além do sinal de fusão e
dos sinais vermelho e verde isolados dos homólogos nor-
mais, um sinal extra vermelho, correspondente ao alelo 9
translocado (Figura 3-b).27,28  Já a terceira geração de son-
das, conhecida como de dupla fusão, apresenta sinais ex-
tras tanto no derivado 9q como no 22q, aumentando a sen-
sibilidade e especificidade do método, mas, fundamental-
mente, permitindo a detecção de deleções adicionais em
ambos os cromossomos (Figura 3-c).29 Graças ao uso des-
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sas sondas de segunda e terceira geração, diversas situa-
ções anormais com perda do sinal extra ou de dupla fusão
puderam ser detectadas.30,31,32
Cerca de 9% a 33% dos casos de LMC têm deleção
der(9q), fato que confere sobrevida significativamente mais
curta que aqueles sem tal deleção.33-38 Estudo realizado em
120 pacientes com LMC Ph+/BCR/ABL+ atendidos no am-
bulatório de Leucemias da Disciplina de Hematologia e
Hemoterapia da Unifesp revelou a presença de deleção no
der(9q) ou del 5' ABL em 15% dos casos. Esses pacientes
apresentaram sobrevida global (27 versus 61 meses, p=0,02)
e duração da fase crônica (17 versus 56 meses, p=0,02) signi-
ficativamente menores que os pacientes sem a deleção.11
O mecanismo implicado para explicar a gravidade da
doença nesses casos de deleção der(q) seria a perda de um
ou mais genes supressores tumorais na região da deleção
que induziria à agressividade por evento secundário ou por
haploinsuficiência.39  Conforme anteriormente exposto, tais
casos merecem atenção dedicada tanto para dose terapêuti-
ca como para o controle de tratamento.
O método de FISH tem sido empregado ao diagnóstico
adjutoriamente ao cariótipo, para detecção da deleção do
derivado 9q.  Depois disso, pode ser usado no monitoramento
precoce, aos três e seis meses de tratamento, como alternati-
va ao cariótipo da medula óssea, uma vez que pode ser feito
em amostra de sangue periférico. Após a remissão cito-
genético-molecular, cabe o monitoramento com PCR em tem-
po real por sua maior sensibilidade. A FISH volta a ter papel
destacado na fase acelerada, crise blástica ou de resistência
ao tratamento, quando pode evidenciar reaparecimento do
rearranjo ou mesmo mais de uma cópia por ocasião da ampli-
ficação da fusão gênica.
Abstract
Tyrosine kinase inhibitor treatment monitoring is performed in order
to evaluate the success of therapy and to allow specific changes in
cases in which remission was not obtained, was lost after being
achieved with or without drug interruption, when clonal evolution
occurs despite therapy or when clonal abnormalities are detected in
Ph-negative cells. It is recommended to perform marrow karyotyping
at three or six months after starting therapy and then at six-month
intervals until complete cytogenetic remission (CCR) is achieved.
Once in CCR, quantitative real time PCR is the method of choice for
monitoring, but karyotyping should be performed every year to
detect loss of response, clonal evolution or clonal abnormalities in
Ph-negative cells. In fact, only karyotyping can monitor the
acquisition of clonal aberrations related to disease progression. In
this article situations less frequently found, but deserving close
monitoring, such as variant Ph, deletion on derivative chromosome
9q and clonal aberrations in Ph-negative cells are also discussed..
Rev. bras. hematol. hemoter. 2008; 30(Supl.1):13-19.
Key words:  Philadelphia chromosome; cytogenetic monitoring;
complete remission; del der(9q).
Figura 3. Exemplo esquemático da sonda FISH: I = célula normal; II = célula com rearranjo BCR/ABL; a: sonda de fusão simples; b. sonda com
sinal extra; c: sonda de dupla fusão
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